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Samenvatting
Ca p i I la i re elektroki netische scheid i n gstech nieken
voor profilering van geneesmiddelen verwante
producten
De farmaceutische analyse houdt zich bezig met alle facetten van de kwalitatieve en
kwantitatieve samenstelling van geneesmiddelen. Het bepalen van onzuiverheden in
de actieve stof van een geneesmiddel en de formulering is uit
veiligheidsoverwegingen van essentieel belang en daarom een belangnjk onderdeel
van farmaceutische analyse. De mate waarin verontreinigingen aanwezig zrjn, is
aflrankelijk van diverse factoren zoals de zuiverheid van de uitgangsstoffen, de
productieomstandigheden de condities waaronder het product wordt bewaard.
Hoewel de aanwezigheid van verontreinigingen iet venneden kan worden, dient er
naar gestreefd te worden de concentraties ervan zo laag mogelijk te houden. Door
overheden en farmaceutische industrieën wordt getracht de toegestane hoeveelheid
aan verontreinigingen in een geneesmiddel enduidig vast te leggen. Hiertoe zijn door
de belangrijkste geneesmiddel-producerende landen richtlijnen opgesteld die
nageleefd dienen te worden teneinde een geneesmiddel te registreren en op de rnarkt
te brengen. Volgens deze richtlijnen dienen producenten van geneesmiddelen
methoden te ontwikkelen die in staat zijn de verontreinigingen tot een niveau van
0.1% t.o.v de hoofdcomponent aan te tonen. Componenten met een concentratie
boven deze grens moeten geïdentificeerd worden. Het aantonen en kwantificeren van
alle verontreinigingen in een geneesmiddel wordt "impurify profiling" genoemd.
Profilering onderscheidt zich van "screening", waarin gericht de aanwezigheid en
concentratie van een beperkt aantal, op voorhand geselecteerde verbindingen, in een
monster wordt vastgesteld. Het impurity profile is van groot belang tijdens de
ontwikkeling van een geneesmiddel als de activiteit en toxiciteit worden getest. Aan
de hand van het profiel kunnen ook reactieomstandigheden worden aangepast om
zodoende het aantal en de hoeveelheid verontreinigingen te verlagen. Indien in het
irnpurity profile hoge concentraties verontreinigingen worden geconstateerd, kunnen
deze worden geïsoleerd en onderworpen worden aan toxicologische experimenten.
Eveneens is impurity profiling onontbeerlijk bij het uitvoeren van stabiliteitstudies
waarbij formuleringen en actieve stof bloot worden gesteld aan min of meer extreme
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condities. Als het product eenmaal commercieel verkrijgbaar is, bluft het noodzaak
regelmatig het profiel te meten en te vergelijken met dat van eerdere monsters om
zodoende de reproduceerbaarheid van het productieproces te garanderen en eventuele
afwijkingen te constateren.
Scheidingsmethoden spelen een belangrijke rol bij impurity profiling aangezien
de verontreinigingen (en daarmee hun f,rsisch-chernische eigenschappen) voor een
deel onbekend zijn. Omdat de verontreinigingen bovendien sterke gelijkenis met
elkaar en de hoofdcomponent kunnen vertonen maar ook sterk van elkaar kunnen
verschillen, is het van belang te beschikken over krachtige scheidingstechnieken. Tot
nu toe worden voor dit doel voornamelijk traditionele scheidingstechrrieken zoals
vloeistofchromatografie (LC) en gaschromatografie (GC) gebruikt. Met name LC
heeft zich de laatste decennia ontwikkeld tot de meest populaire methode vanwege de
vele verschillende mogelijkheden tot optimalisering van de selectiviteit en de
beschikbaarheid van betrouwbare apparatuur en, meer recent, de mogelijkheid tot
koppeling met geavanceerde detectietechnieken zoals diode-array UV detectie en
massaspectrometrie. Ondanks de kracht van LC blijft het verknjgen van een volledig
beeld van de samenstelling van een monster vaak niet rnogelijk. De efficiëntie en
piekcapaciteit van LC zijn niet hoog genoeg om voldoende te garanderen dat alle
verontreinigingen in beeld komen en pieken niet overlappen. Vooral wanneer sterk
gelijkende componenten worden geanalyseerd is de kans op piekoverlap een reële
mogelijkheid. Bovendien kunnen bepaalde verbindingen onder de gekozen condities
te veel veftraagd worden door de stationaire fase. Farmaceutische industrieën
gebruiken doorgaans een aantal analyische technieken naast elkaar om de kans dat
verontreinigingen over het hoofd worden gezien te minimaliseren.
De laatste 10 jaar hebben ook capillaire elektrokinetische scheidingstechnieken
lrun intrede gedaan in de farmaceutische analyse. Met deze technieken worden
verbindingen van elkaar gescheiden onder invloed van eell elektrisch veld dat wordt
aangelegd over een capillair. In capillaire zone elektroforese (CZE) is het capillair
slechts gevuld met buffer en worden geladen verbindingen gescheiden door verschil
in elektroforetische mobiliteit. Vanwege het vlakke stromingsprofiel in het capillair
en lret ontbreken van een stationaire fase is de piekverbreding ering en kunnenzeer
efficiënte scheidingen verkregen worden. Door toevoeging van geladen oppervlak
actieve stoffen aan de buffer kunnen eveneens neutrale verbindingen gescheiden
worden. Deze vonn wordt micellaire elektrokinetische chromatografie (MEKC)
genoemd en is gebaseerd op de verdeling van de verbindingen tussen de geladen
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micellen en de waterige fase. Een nieuwe elektrokinetische techniek is capillaire
elektrochromatografie (CEC) waarbij het capillair is gevuld met een LC-type
stationaire fase. Hierdoor worden verbindingen gescheiden op basis van verschil in
affiniteit tussen de stationaire en mobiele fase en (indien geladen) verschil in
elektroforetische mobiliteit. Vanwege het vlakke stromingsprofiel wordt de bijdrage
aan de piekverbreding door Eddy-diffusie geminimaliseerd en worden hogere
schotelgetallen dan in LC bereikt. Bovendien kunnen in CEC kleinere
pakkingsdeeldes worden toegepast vanwege het ontbreken van drukval over de kolom
in CEC zodaÍ ten opzichte van LC de efficiëntie verder wordt vergroot.
Vanwege de bijzonder efficiënte scheidingen en de daarmee samenhangende
grote piekcapaciteit lijken elektrokinetische technieken brj uitstek geschikt voor
impurity profiling. Ondanks de relatief ongunstige concentratiegevoeligheid van
capillaire elektrokinetische scheidingsmethoden kan meestal aan de 0.1%-eis worden
voldaan. Bovendien berust bU deze technieken de scheiding deels op een
fundamenteel ander principe dan chromatografre, wat de technieken min of meer
orthogonaal maakt ten opziclrte van LC. Dit heeft ertoe geleid dat elektrokinetische
technieken in toenemende mate worden toegepast als additionele techniek naast de
gangbare chromatografische technieken. Inmiddels zijn een aanzienlijk aantal
publicaties verschenen waarin met een elektrokinetische methode een aantal
impurities naast de hoofclverbinding bepaald wordt. Deze methoden richten zich bijna
altijd op slechts eén specifiek scheidingsprobleem. Voor de implementatie van
elektrokinetische technieken binnen een breed toepasbare strategie voor impurity
profiling zijn meer generieke methoden noodzakelijk die geschikt zijn voor een breed
scala aan geneesmiddelen.
Naast impurity profiling zijn elektrokinetische t chnieken zeer bruikbaar voor
het aantonen van gelijkenis of verschillen tussen verwante monsters. De grootte en
positie van pieken in een chromatogram of elektroferogram kunnen dienen als
"vingerafdruk" van een monster en gebruikt worden voor het vergelijken van
verscheidene gelijksoortige monsters, wat met name in de forensische n klinisch-
chemische analyse van groot belang is. In tegenstelling tot impurity profiling is het bij
dit type profilering niet noodzakelijk een totaal beeld van het mengsel te verkrijgen,
maar kan worden volstaan met de scheiding van een beperkt aantal karakteristieke
componenten. Door de vergelijking tussen monsters te baseren op componenten die in
relatief hoge concentratie aanwezig zijn, speelt de beperkte analytische gevoeligheid
van capillaire elektrokinetische scheidingsmethoden doorgaans een minder grote rol.
1 8 1
Samenvatting
De betrouwbaarheid van een vergelijking kan aanzienlijk worden vergroot indien
deze wordt gebaseerd op een groot aantal pieken. De grote efficiëntie en
piekcapaciteit van elektrokinetische t chnieken zijnin principe zeer geschikt voor het
scheiden van de veelvoud aan componenten.
Dit proefschrift beschrijft de mogelijkheden van elektrokinetische
scheidingstechnieken voor de (impurity) profiling van farmaceutische n verwante
producten. Een belangrijk deel is gewijd aan de ontwikkeling van een impurity
profiling strategie die toepasbaar is voor diverse geneesmiddelen. De toepasbaarheid
van CZE en MEKC voor de profilering van natuurproducten en drugs met als doel het
vergelijken van verwante monsters is eveneens onderzocht. Tevens worden methoden
om de toepasbaarheid van CEC voor farmaceutische analyse te vergroten beschreven.
Hiertoe is de verbetering van de scheidingsprestatie van basische verbindingen en de
vergroting van de gevoeligheid oor in-lijn preconcentratie onderzocht.
In hoofdstuk I wordt het belang van impurity profiling van geneesmiddelen en
de profilering van verwante producten uiteengezet. De rol die elektrokinetische
scheidingstechnieken daarin kunnen spelen wordt beschreven en eveneens wordt de
opzet van het onderzoek gepresenteerd. Hoofdstuk 2 geeft een uitgebreide
beschrijving van de mogelijkheden en beperkingen van elektrokinetische
scheidingsmethoden voor impurity profiling van (potentiële) geneesmiddelen en
forensische profilering aan de hand van voorbeelden uit de literatuur. Belangrijke
aspecten zoals toepasbaarheid, selectiviteit, snelheid, piekcapaciteit en
sclreidingsefficiëntie van de meest gebruikte elektrokinetische methoden (CZF.,
MEKC en CEC) worden toegelicht en vergeleken met meer gangbare
scheidingstechnieken zoals LC en dunnelaagchromatografie. Vervolgens worden
enkele speciaal voor profileringstudies relevante aspecten, namelijk detectie,
piekconfirmatie n kwantificering' nader besproken.
ln hoofdstuk 3 wordt de ontwikkeling van een generieke MEKC strategie
beschreven die geschikt is voor de impurity profiling van diverse geneesmiddelen.
Aan de l-rand van een testmengsel, bestaande uit een moederverbinding en drie
mogelijke verontreinigingen (een zuut, een neutrale verbinding en een stereo-isomeer
van de hoofdcomponent), wordt in sectie 3.1 de bruikbaarheid van CZE en MEKC
systemen aangetoond. De invloed van belangrijke parameters zoals type en
concentratie surfactant en organisch oplosmiddel op de scheiding en het
rnigratievenster wordt onderzoclrt. Vanwege de geschiktheid voor het simultaan
scheiden van geladen en neutrale verbindingen is de nadruk in dit onderzoek gelegd
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op MEKC systemen. Als conclusie wordt aangegeven dat indien de analyse van een
monster plaatsvindt met zowel een MEKC systeem met een anionische surfactant, als
een MEKC systeem met kationische surfactant (bU gelrjke pH), alle in het monster
aanwezige componenten langs de detector stromen in tenminste één van deze twee
systemen. Dit concept is verder ontwikkeld in Sectie 3.2 waarbij een
natriumdodecylsulfaat (SDS) en een cetyltrimethylammoniumbromide (CTAB)
systeem zijn gezocht die een voldoende groot migratievenster, een korte analyse tijd,
een hoge efficiëntie en een verschil in selectiviteit opleveren. Om tot een keuze van
systemen te komen is een testmengsel, bestaande uit een aantal stoffen met
verschillende affiniteit voor de micellen, gemeten met SDS en CTAB systemen bij
verschillende pH waarden en diverse concentraties surfactant en organisch
oplosmiddel. Op basis van de genoemde criteria zijn twee MEKC systemen
geselecteerd waarvan vervolgens de kracht is gedemonstreerd aan de hand van de
succesvolle detectie van meervoudig geladen verbindingen en een geneesmiddel met
mogelijke verontreinigingen op 0. 10Á niveau.
In hoofdstuk 4 wordt het onderzoek naar de bruikbaarheid van CZF, en MEKC
voor de profilering van een natuurproduct en een drug beschreven. In sectie 4.1
worden profielen getoond van het natuurproduct propolis die zowel met CZE als
MEKC zijn verkregen. Propolis is een door bijen vervaardigd product dat gewonnen
kan worden uit honingraten en geneeskrachtige eigenschappen bezit vanwege de
aanwezigheid van flavonoïden. Tien waterige propolis extracten zijn geanalyseerd
met CZE wat resulteerde in karakteristieke lektroferogrammen op grond waarvan de
propolis monsters konden worden onderverdeeld in twee groepen. De gevriesdroogde
residuen zijn geëxtraheerd met ethanol-water en geanalyseerd met MEKC. Enkele
belangrijke flavonoïden konden worden geïdentificeerd en op basis van de profielen
kon dezelfde indeling in twee groepen gemaakt worden. Sectie 4.2 behandelt de
optimalisering van een SDS-MEKC systeem voor de profilering van
cocaïnemonsters. Naast cocaïne kunnen de monsters versnijdingsproducten en een
grote verscheidenheid aan (polaire en apolaire) verbindingen afkomstig uit de
cocaplant bevatten. Met het geoptimaliseerde MEKC systeem ziln vervolgens
profielen van verscheidene cocaïnemonsters gemaakt. Door vergelijking van de
positie en grootte van een aantal pieken die afkornstig zijn van karakteristieke
componenten konden conclusies worden getrokken omtrent de gelijkenis en
verschillen tussen de cocaïnemonsters.
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ln hoofdstuk 5 worden mogelijkheden om de toepasbaarheid van CEC voor
impurity profiling te vergroten beschreven. Sectie 5.1 beschrijft de verbetering van de
scheiding van basische geneesmiddelen op Cl8 kolommen. De elektrostatische
interactie tussen de positief geladen verbindingen met de silanolgroepen van de
stationaire fase wordt gereduceerd oor verlaging van de pH. Verdere verbetering van
de piekvorm is verkregen door het toevoegen van een maskerend amine aan de
lnobiele fase. De invloed van de pH en de soorl en concentratie van het amine op de
scheiding is onderzocht. De bruikbaarheid van de optimale systemen is
gedemonstreerd aan de hand van de analyse van verschillende typen basische
geneesmiddelen, waarbi j  schotelgetal len tussen 1.2-l0s en 3.0.105 schotels per meter
zijn verkregen' De mogehjkheid voor impurity profiling is aangetoond met de analyse
van fluvoxamine en een stereo-isomeer op het 0.I% niveau. Sectie 5.2 behandelt
preconcentrering in CEC. Formules zijn afgeleid om de preconcentrering theoretisch
te beschrijven en de maximaal haalbare winst in gevoeligheid te berekenen. De
praktische mogelijkheden van preconcentrering zijn onderzocht door middel van de
vergelijking van het impurity profile van enkele farmaceutisch relevante steroïden.
gemeten na normale injectie en gebruikmakend van preconcentrering.
Het proefschrift wordt afgesloten met hoofdstuk 6 waarin algemene conclusies
worden getrokken over de huidige en toekomstige positie van elektrokinetische
scheidingstechnieken in de farmaceutische en verwante profilering. De in dit verband
relevante aspecten van czV, MEKC, cEC en LC worden verseleken.
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